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Besclireibung 
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weldie invasive StiamUuitien wie Bakterien. Vire^T^imorenin^^ 

ne fObren una TNra wurae ancn aa owiyuouu^^ , tkipa (rnifaasen Hvrx) tension, Fieber 

der fblgetidexi Sgensdiafteii hat; 

twILriP»i-lL-ia^andl MttrinHiymoma-Subzeffiiti EL4-6.L 



7- 1 6-0 1 ; 1 4 : OS 



;REED TECH 



1 23 



OS 39 10 323 

Als weiterer oder altematxver Aspekt wird daher ein Protein geschaffeor das TMPo-vermittch Aktivhat 
selektiv inhibieit* das eine oder mehrere der folgenden Eigenschaften hat: 

(a)BmMoleladargewichtvoaetwa33ld3a;bestinimtdurdiSE^ ^ 5 

fb) einen isoelektrisdren Punkt (pJ) im Bereich von 55 bis 6.1* bestimmt duzch Chromatolokussiening; 

(c) Hemmung der Standard-TNF-Bestimmung von verschiedener Toxizitlt von Mnrin L929-Zelleii, behan- 
ddt mit Actinomycm D, wie beschrieben von O. Nedwin et aL "Effects of interleokm 2, interferon-y and 
mitogens on the production of tumour necrosis factors a and fT, ). ImmunoU IZS, Sdte 2492 (1985)l Diese 
Henunung kann dorch wdtcre Zugabe von TNFa Qberwunden werdea was anzeigt, daB die Hemmung lo 
kdnknrrierend ist Der Inhibitor ist auch ein Inhibitor der TNF^AkdvitAt, obzwar die Hemmung vonll^a 

bei dieser Prikfung wirfcsamer ist als <fiejenige von INF^; 

(d) Hemmung von INF-induzierter PGEr Feisetzung aus mensdiliGfaen Ffbroblastra und SynovialzeQen; 

(e) der Inhibitor beemflufit stfirend die Bindung von THPa an U937-ZeUen (eine monocytische TumorzeDi- 
nie^ wie gezeigt durch die Hemmung der Bindung von radioakdv markiertCTi TtTFa{^^l-Tt(Fa}, 15 
(9 die Spaltung eines vorgelonntenTNFa : U937-Zenkomplexes wird dnrch den Inl^itor in temperaturab- 
hfing^lger Wcisc gef&rdert; 

(g) der Inhibitor baut 1^47 durch proteotytische Spaltung nicht ab; 

^) der Inhibitor hemmt nicht die IL-l-Rezeptor-Blndungsaktivttat, z. a die Bmdung von racfioaktiv mar- 
kierter IL-1 (^^I-Rrlajxader Muiin HQonoma-Subzellmie EL4— 6.1. 20 

VoTzogsweise hat der TNFo-IKH gem&B voiiiegender &^ndung bdde ffJgenschaftcn (a) und (b) und eine 
oder meterere der Eigensctiaften (c) bis (h)L 

Insbesondere hat der TNFo-INH der vorliegenden Brfindung alle Eigenschaften (a) bis (hX 
• Das erfindungsgemflfle Protein hat eine aminotenninale Ammosftureseque n z foIgendermaBen! 25 

Asp-ScrVaK]^Pro<an-Gl:y-l^TV«^IIe-Hi8-I^^ 

Es wild ferner angenonunen. daB (fie nfichsten drd Aminosauren erne GI^ 
dieSequenzadisofortsetzt: 30 

Asn-Ser-lhr-LySi 

Bs sd erw&hnt, daB ein TMFtf-Inhibitor gemflB der Brfindung eine Andnosfluresequenz umfoBt» hn wesendi- 
cfaen ottsprechend der Sequenz von nativem TNFflP-INH und entfaahend eine aminotenninale Sequaiz» die hn 35 
wesendkhen mit deijemgen me oben besdirieben identisch 

Erfmdung wird demnach identisch sein mit der Sequenz von nativem TNFo-INH oder efaie oder mehrere 
Deletbnen, SubstitQtionen, losertionea tnvernonen oder Addttionen allelen Ursprungs odea* anderweitig ent- 
hdten,wobd die skheigei>ende Sequenz wenigstens 80% und vorzugswdse 90 Homok>gie mit der Sequenz 
von nativan *mFa-INH haben wird und im wesentlidien die gldchen biologischen Eigenschaften des Protems 40 
behaltcn wild. 

p^r T^TP^ Tn^^^ ttnr ggm aa der HrfiiKfaiiig liat gczcigL daB er protCTnartig Ist mdem er danA Erliitzen in Zdt- 
und Temperfttur-abhangiger Weise inaktivi«timd durch Behandhmg mit Trypdn oder Pronase zerstOrt wird. 

Der TNFff-INH gem&B der Brfindung hat andi gezdgt daB er em CHyooprotcin ist da die Behandlimg mit 
demfiiizymEiuk>glyoosidaseFda5Mb1eknIargewiduum7bi$8kDavtnn^ . * . ^ 

GemfyB dnem weitnen oder attematzven Aspekt der Brfindung wird somit em TNFo-Infaibiton wie faier 
definiert gcschaffeni der jedocfa in im wesentBcfaen un^tyoolisi^tem Zustand bt 

Dd Miibitor en gemflB der Erfundung and von Interesse bd der Behandiung von Znstflnden, wo cs erwtoscht 
ist die TNF^Akdvitftt zu hemmen, bdspielswdse sokfae Znstflnde, wdche von den Wirkungnen der TNF 
kommen. wie Gevnditsveilust Sdio^ Kacherie und chronisdie lokale BntzOndungeo, rheumatoide Arthritis^ so 
(fisseminierte (gestreute) intrayBsiail2re Koagulation und Nepliriiis. 

Oem&B ein«m wdteren Aspekt der Brfindung wird dn TNFap-Inldl^tor, wie hier definiert oder dn pbarma- 
zeutisdi annehmbares Derivat dovon geschaffeni zur Verwendung als akttves therapeudsdies Mittel^ insbeson- 
dere bd der Behandiung von Znstftndei^ die mit flbmaflBiger oder unregehnOBigcr TNFcv-Produkdon verbun- 
densind. 

Nadi elnem wdteren oder ahemathren Aspekt der Brfindung wird eine Methode zur Behandhmg von 
Zustanden, die mit ObermflBiger oder nicht regulierter TNPcp-Produktion In dnem Sftugetier einscbOeBUch des 
Kf enschen verbtmden sind^ ^esdiaffeob ^trnfflflggnH ^ Verabrddiung dner wirksamen Menge ernes TNFflhlnhi- 
bitora^ wie hier beschrieben, oder eines pliarmazeutisch annelnnbaren Derivats davoa 

Gem&B elnem wdteren oder altemativen Aspekt do* Brfindung wird aucfa die Verwendung efaies TNFc»-InM- so 
bitor% wie hier besduiebint oder eines pharmazeutisdi anneimibaren Derivats davon zur Erzeugung ehies 
Aizndnuttd zur Behandhmff von Znstflndcn, die mit QbermftBiger odear nkht regulierter TNFo-Produkdon 
verbunden sindt vorgeseiiea 

Ftlr den Fachmann ist errichtBd^ daB die Ucr an«cgcbcnc Bezugnahme auf die Behandhmg skdi auch auf die 
Proi^laxe erstreckt sowie^ die Behandhmg von bestdtenden ^ist&ndea oder Symptomen. 65 

Es sd femer erw&hnt» dafi die Menge an TNFo-Inhibitor gem&B der Brfindung; die zur Verwendung bd der 
Behandhmg erf ordei^ ist nicht nur mit dem Verabrdchungsweg variieren lidrd, sondem auch mit der Natur 
4f>i h f>^ii«^At n'<<^ n TnwtmAma imd dgm Alter imd dar Kondttiondes Patienten undletzten Endes ins Ermessen 
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Rolqm>tdn verabrraAt jraden kanivist es voramehen.<laa ai^ 

. V .rf~.i-iW«rnmiifvnntdiediienTNFo>-Inlribitor,'meliierde^ 
MeErflntobetnfftfcmer^^^ 
odcreinpharmazeut|^aimetoto«^po^^ prophylafcdschen 

DleerfindungsgemaBenli^ttto^ 

ganTin waBri^en Tttgem annebmen and »^?^^^^KlSrmw4i. erfuSien durch aseptische 

GemMdnemWeterenAspektderErtod^ menschDchen 
FW«patienMn:i<^ 

Urins von n»««*B*«".J'»«*»P!?«^ mehitre MaBnalmien, beispieb- 

»SoS3SSi«tterTl^imh«?^^ kann die 
dne Reae von Sdm^wie oba erwto^^^^w^^ 

UnnlwBm Wen.dervonmen8chUA«mH^^ PakHon 

dung einer StaiidaidlB»»ant«tk>n«tectaJJb^ Zngabe von 

AmmonhimHulfal. bto zu einer Konze^onvra 

in^jenadiihmDiffwenzinderel^trta^ „„rfassen 
AndnoethyicdhilosederiTOt^be^ 

"X2£S"pSffi2"von der , --"^"S^rST^^ 
^ Katk)neDai«aiiachchiom«tograplite ffl^^ 

0^ M Natrhnncfatorid cntbalt eluicrt werdea 
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Die vereiiuigten akdven Frakdonen werden weiter geretmgt dnrch Affmitfitschromatograidiie anf gebunde- 
nem rekotnbinanteni TNFa(rliTNFaJl gefauppeh an eine gedgnete Matrix, b ispielsweise Mmi-Leak Agarose 
(Kem En Ted Biotechnology Coip, D5ncmark> Die Saule soUte gepuftert sein, unter Vcrwendung von bdsjHds- 
weise einem Phosphatpuffer (z.B. QgBM Kalinmphosphat pH 8^> Akdv Gnippen, <li nicht an rii TNFa 
gebunden sind, sollten blockicrt werden anter Yerwendung von Ethanolamin-HQ pH Sfi Puffar. Die Sftulc sollte 5 
mit einem geeigneten Puffer, bdspielsweise Tris-HCl. gegebenenfalls enthaltend Natriumchlorid, equilibiiert 
werden und der TNFo-INH wird mh einem sauren (pH 3,5) dycii^u^ eluiert Die eltderten Fraktbnen soUten 
sofort auf pH 7,0 dnrch Zugabe von bdspielsweise Tris-Base ebgestellt werdea 

Die aktiven vereinigten Fraktionen werden vorzugsweise vor dem endgOhigen Reinlgongsscfaritt der Um- 
kehrphasen-FFLC (Fast-protein-liquid-Qironiatogr^hie) lyophiHsieFt werden. Vor deren Aufbringung auf die 10 
FPLC-Sftole sollte die lyophilisierte TNF<»-INH-Frafction mit einem geeigneten Puffer wie IWluoressigsflm'e 
riFA) (Pulka, BucbSr Scfaweiz]^ Heptaffauu'buttersflnre (HFBA) oder Essigs&nre gepuff ert werden. Die Ehition 
deslKFo-INH aus der FPLOSSule kann unter Yerwendung Qblicher Tedmiken dun^bgefOhrt werden bei- 
spielswdse mit einem geeigneten Puffer, wie vorstelieiKl beachriebeiw gegebenenfalls enthaltend dnen Alkobot, 
beispielsweiseN-PropanoL . ^ ^.,4 " 

Die duierte Fhikdon sollte soion gepuffert werden, bdspielsweise nut Ammonfamibicarbonat und lyophili- 
siert werden. Der TNPfl^INH ist dann in im wesentiichen homogener Form, gedgnet zur wdteren PrUfung auf 
bioiogische Akdvitftt und zur Herstellungin dner geeigneten Form zur then^»eutischen Venraidung. 

Es wird d'^"'"*^ als wdterer oder akemativer Aspekt der Erfindung ein Protein gcschaffen, das TNFo-ver- 
mittette Akdvitftt sdekdv honmt, die im wesen^dxra idendsdi ist mit derjenigen, die nach dem obigen Yerfah- 20 
ren eriiahen wurde. 

Die Fibi^ett, den THFo^INH der vc^ liegenden Erfindung bs zur Homogenitftt zu rdnigaii hat die Sequen- 
zimmg des N- t^minalen Tdls dieses Protdnmolekflls ennOgficht Diese Sequenz nfanmt tdl beim EOonen dues 
Gens, das TKFo-INH kodiart und ermdgiidit so die Produktwn von groBen lidengen von TNF^^INH hi reker 
Form zur weiteren biok>gisdien Untersodmng und gegebenenfalls zum dierapeutisdien Testen und zur Yer- 25 
wendnn^ 

Proben von homogmon TNFo-INH gemflB der Erfindung kfinnen durcfa ObBche Tedmiken sequenziort 
weidea betspielswdse unter Yerwendung ernes handelsabGchea automatiBdien Sequenzers, unter Yerwoidung 
von entweder NInhydrin-. oder Gasphasenermhthmg. Die ersten 17 Reste des aminotenninalen Tdls des 
mmr*"***" TNJPn^TKH, mn hier dafimert. mnfassen die folgendc Seqn«ig; 30 

Asp-Scr-Yd<:y8-Pto-Gln-Gly-Ly8-TVr-ne-Hi8-Pro-Gln<^y^ 

pdentifiziert unter Verwoidung eines automatischen Sequenzers; ModeO 477A von ^ipfied Biosyst^nsX 

Es wird fernerangenomnien,daB (fie nachstendrdAminos&uren eine G^^^ ss 
die Sequenz so fortfthrt: 

Asn-Scr-Thr-Lys. 

Es sd erwAimt; dafi eine gute Methode zur Schaffung groBer Mengen von TWir-INH in rdner Form durdi 40 
rekomblnante DNA-Todmiken bestdit welche in der Facfawdt gut bekamit smd. Jedodi ^ordert die erfolgrei- 
che Anwendung solcfaer Tedmiken ttidtt nur, daB der natQ^dw und rekombinante TNFo-INH oder sdne 
Aktivitat genan gemessen werdei^ sondcm anch daB sowohl das natOrlidie als ancfa das rekom bi na nte Produlct 
bis zur Homogentt&t gereinigt werden kaniL 

GemfiB dnem nodi weit ere n Asptkt der voifiegenden Erfindung. wird ein Yerfahren zur Erzen gung e mes 45 
T^tmor Kecnise- Faktor^Inhibitc»s gemflB dbr Erfin£mg oder dues Derivats davcm geschaffdii durdi Expresmon 
einer DNA-SequeiE^ cfie dnen sok^en bihibitDr in einem geeigneten transformiertoi Wirt kodiert 

Ein solches Yerfahren umfeBt das ZQcfaten dues mit MdekOlen von rekombinanter DKA transformierten 
Wirti^ »™iQipM>fH! DNA-Sequenzen, de den Inhibitor kocfieren, wddie in dnen geeigneten Yektor dngesdx>ben 
wordendnd. v v ^ 

Gedgiiete eukaryotiscfae und profcaryi^^ 
andere FSlze und tierische Zellen (dnsdiHeB&cfa Insektenzdlen) und PflanzenzeOen im Gewebe. Besonders 
bevorzugte WlrtszeOen sind HefezeUen, B. coB-Zellen und tierische Zellen. ^ 

Die Ezpressk>n dues Proteins mit Tumor Necrose Faktor-InliiMtor-Aktivitftt wild errddit dnrck ZOditen der 
transformierten WirtzeDen in dnem geeigneten Wadutumsmedinm. Kormalerweite wird ein solches Medium ss 
enthflkgn fine fflr fiwrnnnttUrmmtt^At , rine Qiirfla ftr KoMenatoff und Enerde wie Ohicose 

Oder OlyoeriQ, Spurendemente und Faktoreo, die fOr das Wacfastum der besonderen WirtszeSen wesentHdi sind - 
Die genanen ZOcfatungsbedhigungen wenten von dem gewflhlUn Wert abhOngen; so wird bci^ielswdse im 
FaQe von E a>fi subinerse aerobe Ferm entation bevorzug^ vonoigsweise bd et^ 

7^iifflf-»iWi kann die Expression induziert werden, bdspielsweise durch Zugabe eines Induziermtt tds odg go 
Yerwendung von indixzierenden Bedingungen fOr das PromotorsyBtenv das in dem Expressionsvektor vei wen- 
det wild 

In Abhfingigkeit von dem Wirt kann der TNF^Inhibitor als granulare Inkhidonsk&per prodoziert werden, 
wddie der Zdlyse durdi Differentialzeatrifugieren gewonnen werden kfinnen; diese kOmien durdi Qblidie 
Methoden solubOidert und durdi hier besdiriebene Metboden zur Rddgung des Urin-TNFo-INH gerdnigt gs 
weidea. Ahemativ kaxm der INFir-Inhibitor in LOsung in ddn Cytosol sein, das in den periplasmisdien Raum 
abgegeben oder zweckm&fiig in das Kulturmedrum abgeg ben wird , 

Die WirtsEzellen werden durdi rekombinante DKA*Molddlle trantformiert weldie eme DNA-Seqnenz ent^ 
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Adenovirus undRetrovins. .„-k wMUBsteMdneEmessionskoiitroDsequeiizdi^^ 

SoWie B^rtonsyektor^^oag fie Expression 

waden, welche wirksam an die TN^-'^J^"".?^^ Expressioiis-KontroDsequenzen 
der geklonten DNA-Sequenz steuertond '•S^*^^."®^"? L?J^ aaSmS Promotorregionea des PhagenA, 

DNA-Sequenzen gemBB der Brfindung beolzen. ^"^l^^^^^Jr^ TOmFadnnann gut erkannt Der 
Sease .Srakterisiert wdcte ^.-tec So^Sp^g^^J^^^^ 
ExpressionsvektOT und besonders «fie ^J^^^^^^^J^^^^^ durch eine ViebaU w>n Faktoiwi 
wirksame Verknflpfang an *^^'Vt^^?f^*^^^^J^^^^^L empfindKch sind. die 
CS. einscMefflich der Z«Ufl der SttUIen^ «r «^ 

SSTd^ Proteina. da. der f^^? ^^^^T^iSteSS^ 

VielzaM von Faktoren. dnsdilieBHdr y"«^i5*S^ J^Z^^ wid der&presaionskonttollse- 
kfiS;^i»ofieit15Un.toto 

einer Reihe von DHA-Proben gescreent werden. ^^^^^"^Simto^wi^ 
SSrinl«rgestdltwerden.dasalsQiieIletoA^^ 
Sel^t^tonnbeispiel^eaas memdjB^n^to^ 
weiden. Degenerierte DNA-Sequenze^dle v«»dued^^ 

S^l^^inalioninitI*th.KP«be*w^ der Erfin. 

So-werden veraobiedene DNA-Kartieningeil ««l£Nf;S^^2GSXton und cDNA- odcr DNA- 

JSLnnupawhergeateWaosZdfflta^^ 

alreoIareMakrophagenoderLeber5webe.DaaSaw^Iam^ identiflziert wird, 

In ;igtn Oder Bhnlkhen Systemen. odej»m Falto ^^^^^^^^i^^^^x^^ 
l^wStifirieiender WfrlNH-speaifisd^^ DNA-Sequen- 
™e^^hlvonflblfciienaoifefrttndSeWk^^ oder 
xma tokaHsieren und « BeatiBzleren, *«-SSSJ?^JSi2^^I^^ 
5enkannen8eib«tabPi«benverweadrtw«deM^^ ^ gee^ 

S^lt pJS^)^^^^^^^^ der d««h .ic ko<Eert ^ xu 

transfon^erea j^«d«dflni»el8Jnmffl«DNA-Se<iuenzen,welcbeTW 



60 



AMMtat gesdurffen. da. di^ch Bxpre«on "?«J^5^?£2^5Sg!Sn^ durch Bxpnasion 
INFtf-Inldbitor-Protein faxfiert. erxeugt wikI Die ^^^^^^^^^,^,^[001 demnach Idendsdi 
SS-W^uenz.die»ka.el^^^^«^^ 
inilderSequenxTOn na^lOTo-iro^^ Seqoenz wnd 

Invendonea oder Additionen TNFc^INH liaben uirf nn 

mindeaten. 8(Wt> ond wragswewr »™?j£?^?^l^^Xe kann dnTNP-Inhibitor gem&B der 
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^NFl^INH» welcher die DNA-Sequenz kodiett zu unterstQtzen oder die Sekretion. Reifimg oder Retnigung des 
TNFtt-INH voa dem Wirt zu fdrdera; das versdunolzene ^tegrierte) Polypeptid kann intra- oder extra-cellular 
durcfa bekannte Tedmiken entfernt werden oder der TNFo^INH kana zusammen mit dem integrierten Polypep- 
tid verwendet werdea 

Die TMFa-Ihhibitoren, die durch Zflcfaten der eukaryotischen tmd prokaryotischen Wirte, transformiert niit 5 
DMA-Sequenzen, die TNFo-InhibttDren kodieren, erzeugt w^ea kdnnea d^ nach Reinigung m den pharma- 
zeutischen Zosammensetzungen gemflB der Erfindung verwendet werden. 

Bs sei erwILlmt, da0» falls der TMPo-Inhibitor gem^ der £r&idung durch tieriscfae Zellen erzeugt winxle^ 
dieser ein Gtycoproteiii ist Prokaryotisdbe Eicpre^DSsysteme werden jedoch das Protein in ungl^^lisiertem 
Zustand eneugea Aufierdem kann das giykolisierte Protem durcfa bekannte Tedmiken im wesentlichen entgly- 10 
kolisiert werden, beispielsweise durdi Verwendung von Endogh^kosidase-Enzymen. 

I^efolgenden nidit-beschrfinkenden Beispiele erlftatem die &findung. Me Temperaturen sind in C und aOe 
Prozentkonzentratwnen in Gew.-A^oL angegebea 

TNFo-Hemmtest 15 

Der Piozentsatz an TNF^INH-Aktivitfi.t in den in den Beispiden beschriebenen Fraktionen wurde bestimmt, 
indem angenommen wiirde^ daB die Werte fOr de opdsdie Dichte (OD) von Murin L929-Zelleii, die dordi 
Actinomydn D (acd D) stimuiiert wurden» einer 100<V^igen Inhibierung bzw. Hemmung entsprediei, wahi-end 
das OD aus ZeUen, die mit Actinomydn D \md TNFa ^ ezQdstet wurden» dner maxknalen Zelhnortalitftt von 0% 20 
TNFo-Inhibiening entspradL I^e in dem Versudi verwendete TNFa war rekombinante menschfiche TNFa 
(rhTNFaJi erzeugt in & ooli, wie von A* Marmenout et. aL» "Molecular doning and esqyression of buinan tumour 
necrosis factor and comparison with mouse tumour necrosu factor*, Eur. J. Kocfaem, 15% Sette515 (1985) 
beschriebeo. Denmach wurde dier Prozentsatz an TNFohlnhibierung in dem Cytotodatiltstest gemflfi der 
FormdCQberedmet: as 

Prozoitsatz an TNFo-INH-Akthdtfit - 



r(OD mit acti D + tfaTNFa ^ TNFa^INH - COD mit acti D + rfiTNFg)" ! 

L (ODmitactiD)-(OdmitactiD + rtiTNF<r J ® 



30 



Beisptd 1 

RdnigUQgvoaUrin-TNFa-INH ss 

a) Konzentratbn von Protdn aus menschfichem Urin 

Mensdifidier Uiin (15 liter) wurde friscfa eriialtefl am esnem Pool von 5 Patienten vor ^enddner Behand- 
lung. Zwei der Patienten fittra an kldmoelfigem Cardaom, einer an mafigner Histocytose^ dner an Potymyodtis 40 
uod einer an S^ysis. Afle waren hoch fiebenid (> 38»5^ C) und waren fi^ 

bei 4** auf einem Amicon Ultrafihrationdiohlfasmpparat konzentrierl; mit einam Abscfaneiden (Abspaltung) 
der MolekfSgrABe von etwa 5 kOa. 

b)F&lhmg des Proteins aus mensdilkhemUnn 49 

Die Ansanrnihmg von konzentriertem Urin wurde mit festem Ammoniumsulfat gesfttdgt, indem das Sulfat 
iftn gpflm untCT g^eidunftBigem RQloen bd 4° zugesetzt wurde^ bis dne Ammoniumsulf atkonzentration von 40% 
crrdcht war. Der Nicderschlag wurde durdiZcntrifugieren entfemt,verworfen, und der Obcrstand wurde durdi 
Zugabe von wdterem Ammoniumsulfat auf SOKigeS&tdgungeiqgTOtellt Durdt Zraitrifugieren wurde dn Pellet so 
erhahen. das hi 150ml 20 mM Natriunq>bosphat (pH7,2) und 150mM Natriumdilorid wieder suspendiert 
wurde. Das Anmioniumsulfat wurde durcfa Dla^ebd 4** unter Verwendung von 10mMTris-HCLpH7A2mM 
EDTA und5 mM Benzanddin-HCl entfemt 

c)IdentifMerungvoti'INFa>-1NH-Aktmtat 95 

Die halb-gerdnigte Fraktion von Beispiei 1(b) wurde b dnem Cytotozcdt&tstest mit der TNF-enapfindfichen 
Zellinie L929 in Anwesenhdt von Actinomydn D getestet Bd einer Verdflnmmg von 1 : 20 der balb-gereinigten 
FraJctloa wurde totale Hemmung des cytotoxischen Effekts^ induziert durch rhTNFo; beobachtety to daB der - 
ODs/onm-Wert ulentiscfa war mit deoodenigen. der m Anwesenhdt von Actinomydn D allein (ODsTOnn « li^) so 
geniessen wurde. 

Wdterhia wunle die inhibitorisdie Aktivitftt (Hemmkonzentratton) hi Veidflnnungen der Fkaktion bis zu 
1 : 160 an ZeOen (OD370 m - %&3) beobacfatet, wflhread der KontroDwert von rfaTNFa bd dner Endkonzentra- 
tion von Q^ng/inVgemessen in Anwesenhdt von AcdnoniycmD^ni^^ - V3]t soda05O% 

Hemmung beobachtet wurde^ bd einer Verdflnnung von etwa 1 : 100 (ODsTOom - 1.10X I>cr TNFo-INH hatte ss 
kdne Wiriomg auf die Zelleolebensffthigkdt wenn ohne Actinomydn D getestet wurde* 
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d>VergleichderWirkaiigvonTOF«.INHairfTNF*und-/J-i^^ 
geoheit taa Acanomycni D, umer verwenBuag "^ZLnlLir*?™ luimiel Ifti^ wurde hei VerdOnnungen von 

Konzentratioahat 

TabeBtl 



. Bndkonzeutratkmvon 

zugesetzt zu Actinomycin-D- 
behaxkdehen t92d-Z^en 



Form^on 
CytoidnQf- 
zugesetztzu 
deaZeOoi 



EndverdQimung vpn Sepbacryl 
S-aoO-Inhiblerunc^rakdoft 
anf L929-ZellBn (ODsTO nm) 
1/20 



t/50 



V90 



20 0 

10 
20 

15 

50 
100 

30 

250 
500 

35 

1^ 
2500 



45 



50 



55 



60 



a 
fi 
a 

fi 

a 
fi 
a 
fi 
a 
fi 
a 
fi 
a 
fi 
a 
fi 



>1,90 
ND 

m 

wo 
m 

xfa 

<VG5 
(V73 

0^ 

wr 

0^19 
Wl 

ND 



>1,90 

ND 

1.66 

>1,90 

1.51 

>1.90 

1^ 

178 
071 

170 
0(44 

1J2 
0b3O 

1V09 
0U3 

UW 
ND 



>U90 

ND 
1/W 

172 
1^1 

172 
0^ 

1.69 
(V59 

170 
<V31 

1^ 
<U6 

140 

0^ 
ND 



>130 

ND 
1,39 

1.68 
U2 

1^ 
0y68 

1.51 
052 

1.33 
024 

141 
048 

076 
013 

047 
ND 



Gdfihntion TOD Urin-TNFo-INH 
Der halbgermigie TNF-.INH «emW BcbpW 1(b) w«rde *«^GSS'3lf£'^SS^ 

go Oft W ml) wort. «il dto Siolj g«dioi "nd '*^2i^SiS,Sra.«5^3ttDfcnS^ 

h^lekulargewkht vQFn40bis 60 kl>i(ve^ 

Beaspid 3 
Cairoinatotokiisaerung von Urm-T^ 

5«0X 5 X 200nun) (Phannada. ^gP^^Sctaw-^^ ^te der 

IhiidodienigBaiire (Flaka, Budu, SchwebX fcjuiiaitort war. ^^;^^*^fT^^^^^aiAnn£aio&» 

sigsaiire bd pH 4J0 dutert. Saolaifrakdoiien (1 TiZS^STDaS/mn aetwwt Daa tatsftdilidie 

pl des TNForlNH-Protouis. 
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Bdspiel 4 

loneaaustaoscbchromatographie voa UHn-TNFo-INH 

Der halbgereinigteTNFa-INHvon Bexspiel 1(b) wurdedurcfaAiiioneii-Aumuschdiroin^ auf 3 

einer DBAB-Sephadexsaule (2,6 x 20 cm) (Phaxroada, Uppsala. SchwedenX die in 10 mM Tris-HQ-Puffer 
pH 8A entbaltend 2 mM £DTA, Bquilibriat war, gerdnigt Gebundenes Material warde aus der Sfltde mit dem 
Aquifibrienmgspuffer, enthaltend 03 M Matritnndilori^ ehnert P^^ktionen (9,0 ml) wuiden gesammelt, auf 
TNTFa-INH-Aktivitaf getestet und die iniiibttoriscfaen IVaktbnra wurden vereinigt (160 ml) und gegen 10 mM 
Natriumaoetat-PofferpH 5,0(4 x 21) dialydert 10 

Der lTfF<9-INH wurde writer dtirdi Kationen-Austauscfacfaromatograplde bd 4^ an einer Solfopropyl-Se- 
phadei8&ule(Qi3 x 15 cm) (Plifimacia, Uppsala. ScbwedenXaquilibri 

gereinigt Gebmidenes Material wurde aus der Slule mit dem 0^ M Natriumdilorid enthaltenden Aqmlibrie- 
rongspuffer eltiiert Ft^kdonen (7,5 nd) wurden gesammelt auf TNFo-INH-Akdvit&t getestet und <fie ybibitori- 
schen F^kdonen wurden veranigt tmd auf das 20fadie auf einem Amicon-Ultrafito^tionsapparat mit einem 15 
MoIekOtgrOBenabsdmitt v<m etwa 10 kDa eingeengt 

Beispiel 5 

Gelffltrati<Hi von Urin-TNFo-INH 20 

Das ITIFa-IHN-Konzentrat von Betspid 4 wurde durdi OelfiltratkHischroniatograpbie bd 4** auf einer 
Sephacryl-S-200 Sflule (Z6 x 100 an> (IMiarmada, Uppsala, SdxwedenX aqdHbriert mit 50 mM 'Dis-HCl 
pH 7,4-PiiSer, exrthaltend 100 mM NatrinmdiloridL gereinigt Bine Probe der Protemfraktion aus Beispiel 4 
(200 mg) wurde auf die SSule au^ebracht und mit dem AquifibrierungspuSer bd dn^ FliefigescfawincUgkeit von ^ 
27 ml/h etidat Fraktk>nen(9/) nS) vwden gesammdl, auf TNFo-INH-Aktivitat getestet und die infaibitorisdien 
Frakdonen wurde verdnigt Die S&ule wurde mit I>Gctranblau (DB^ 2000 KDa; Rinderserumalbumin (BSA% 
67 kDa; Ovalbumin (OAX 43 kDi^ cv-diymotrypsinogen-A (c^Ci), 25 kDa; und Ribondease A (RNase^ 13,5 kDa 
kalibriert, wie in f;^ 4 gezdgt 

30 

Beispiel 6 

Affinitfttsdiroaiatograplde von IhiiHTNFa-IHH 

Eine TKFo-Affinitfitss&ule wurde hergestdlt, indon refcombinante; mensdiridie TtfFa {Ifims) auf Mini 35 
Leak- Agarose (Kern En Tec; Bb tecbnotogy Corp, Dflnemari^ in QgS MKslnmiphosidiat-Puffer pH Sfi gekuppett 
wucdd Die verbldbendenr akdven Gn^pen wurden durdi BebrOtnng in 0^ M Etitanolamin-Ha-Puffer pH 8»5 
bkjddol. Das Gd wurde mit 50 mM Tri»-Ha pH 7/l-Puffer, endialtend 100 mM NatriumdiloridL gewasdien 
(3 x50mlXQneProbederTNP<^]&nEI-F^rakdonenausBdsFld5(15mI)wnrd^ 

mit<^MGlydn-HapH33-Pn£FdrdQiert Frakdonen (1^ ml) wurden 40 
lYi8(5 bis40 iiQauf pH 7.0dngestemand^Tra7<^INH-Ald^ 

Bdspld 7 

Urnkehrphasen-FPLC-OixomatQgr^ihievoaUrizk-TKFo-INH 45 

DieH^iv-INH-Fraktionen aus BdsiRd 6 wurden lyoj^lisiert in ai% Trifiuoressigsaure CU) mQ gddst und 
auf ProRPCUmkehrphasen-FPLC-S&ule (5 x 20cm) ^hannada, Uppsala, Sdiwedm)^ flquifibriert in (Vl% 
lYifittoressigsflurt^ aulgebracbt Gebnndenes Material wuide mit dnem 0 bis 100% Acetonitril-Gnufieaten in 

9lh TtiffnniwBwggaitrf Wi^Rgweffhwin^flfr^ vnn mVmm rfirigrt, Zo jgder T^ftkrion (0^75 ml) wurde 50 

M Am"0"*™l"ri^"'>* (^O Tnggggfcgf tmd rfaa elnierte Mftterial wmde lypphDliaert 

Die Umkehrpha8en-FPLC<3uonuit(^raplde ergab dnen grOBeren Peak entsfmdiend der tNFo-INH-Aktir 
vitflt Die tyophilisierten FtaktbxwQ, weldiediese Akrvitat enthidteni wurden in 10 mM l^is-HQ pH 7,4-Puffer, 
enthaltend 2 mM EDTA. gdOst und mittels Natriumdodecylsulfat-PolyaciTlamkMBd-EIektrophorese (SDS PA- 
GE) ana]ysiert;wobd<^ von UUiemmfi el al» Nature 277, S.6S0(^ Methode angewandt 55 
wuide. Eswuide gefundeo, da0 der TNFo-INH mit einem Motekula^ewidit von33kDa ehiiert (veri^ Fl|^4) 
wurde. Proben. welche unter oddit-rednzierendra Bedingungen lief en, wurden auf TNFop-INH-Akttvltat bd 
einer VetdOnnung von 1: 10 auf L929^ZeIlen in Anwesenhdt von Q^5nq/nil rhTNFa getestet. Die gegen 
rfiTNFa geriduete Akthdtftt wanderte mit einem sdieinbaren Mi^elailargewidit, das mit der 33^kDa- Bande auf 
don Gd, gdaufen unter reduzierendeo Bedingimgei^ tdendsdi war. 60 

Beispid 8 

Protein-Sequenzierung von Urin-TNFc^INH 

Die aus der Umkebrphaseo-FPLC-Cliiomatographie isolierte TNFa-INH-Fraktion wurde im Vakuum einge- 
engt und auf ein hergeriditetes Seqaemierfilter getOpfdt Das Protein wurde mit einem Applied Biosystems 
Modd 477A-Protdii-Sequenzer anafysiert FralOionen von dm sequenzierenden ^yklen wuiden zmr IVodcene 
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eingedampft und m NJ^l-DUsoptopylethyfanmuwctat and Acetonhril vor der I^jektion in meHPLC^ule fOr 

^^fSSSS^S^^N-tenninalenEnde,^^ 

Aap-SCT-Vd<y8-Pro<3a-<>ly-I^T^-n&-Hi»-Pr<><Jln-Q^ 

VcriiTi'grhmilit^img, tNP«-INH dn Proteiti igt 
(a) Zei^ uiul Tempeiulurabhftngigkdt 

lOTo-INH-AlctWiat in zeit- tmd teippcratura^ 

Httzdnaktmemng 



40 



(•Q {nun) Aktwltflt 

10 lOP 

.56 30 100 

W 93 

10 60 

75 20 26 

60 . W 

10 27 

9» 20 10 

60 13 

(b) EmpfixuffldikehfQrl^ryprai^^ 
sind in der folgenden Tabdle 3 auf eefOhrt 

IVypsiii-lDaktivieruiig 

— — ■ Prazenta&TNF»INH- ODS/Omn 

Bedmgungen Aktivttftt 

0 VI 

Puffer alletki ^ * a flJO 

lYypsin + Sojabolmen-TVypsimnlii^ ^ 7^ 

teilw«i5egcrdn]lgterS«phadexS.20O-Urfa S ti)3 

teilweise gereinigter Sephadex S-200-Unn» ^ 
verdant ndt IVy^in 

(c) Belumdlung mit Hamstoff 
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an dn Protdh, oicht vennittelt wurde. 

Bdspld 10 

Yeranschaulichung von konkurrierender (kompetidver) Hemmung 5 

Der Sephacryl S-200-gerexnigte INFo-INH von Beispiel 2 wurde bei einer Veidttzmmig von 1 : 10 gegen 
steigende Mengen von rhTNFa auf L929-Zeilen getestet Eine umgdcelute Wechselbeziehung zwischen der 
Menge an vorhandenem rhTNPa in dem Test und dem Grad der Hemmung wurde beobachtet (dehe Fig. 3)l 
Denmach wird die Henmi-Aktivitat kompetitiv durdi steigende Konzentraticnen an rtiTNFa fiberwunden. lo 

Beispiel 11 

Hemmung der TNPa-verraittelten FC^r Produkdon durcfa dennale FIbroblastai 

15 

Mensddiche domale Ftbroblasten wuiden bei etner Konzentration voq 2;0 x 10* Zellai/Vertiefung einge- 
bradtt und 48 h gezftditet Die Zellen wurden donn mit DMBM-Puffer, ergtnzt mit 10% FCS als KontroUe; 
stimufiert Z^en wuiden aucfa mit rhlOTa bei Konzentratiosen im Bereicfa von 0^ bis 5 mg/ml stimuliert und 
der Effelct des TNFo-INH ans Beispiel 5 wurde bei drei VerdOmiungen (1 : 20^ 1 : 50 und 1 : 80) in dem obigen 
Puffer beobachtet Nach 728tQndiger BebrQtung wurde (fie PGErProdukd<»i im Oberstehenden durdi Radioim- 30 
onmoassay UQter Yerwendung eines P(^3r Antistiimis [dehe }. M. Dagrer et aU J. ^n. Lonrest, 67, & 1385 (1979)] 



Die Birgcbnissc shid in der folgenden TabeBe 4 gezeigt und veranftcftanffcheg daB (fie Fahlgkdt von rtiTNFfl; 
die POEtrProduktion durch dennale F!te>bla8tra zu sdmuHmn, durcfa de Zugabe von TKFo-INH bd aDen 
drei VondOnnungen gehenomt war. Bd emo' VerdOnnung von 1 :80 von TNFfl^^INH war die inhibitorische 25 
Aktivit&t teilweise du^ steigende rfaTNFo-Konzentrattonen Qberwundea 

KonzcntratkmcnvonitiTNF PGKrPtoduktion durcfa mensdiL, dermalc Fibroblasten (ng/ml) 

aufmenschLF!brobl«stsn VeidflimQtigvoBTNF-INHanfFibroUasteii 

(p^fmS^ kdne 1:80 1:50 1:20 30 

0 5a6±7^ 88,8±5,6 . 103;0±83 nifi±9A 

500 lGaO±Hl 1%0±%3 115^±6^ 11%9±74 

2000 3317±2W 217;2±ia7 15V±ia7 1153±213 35 

5000 3QV±\9fi 257a±W :^±21^ 2213±16,0 

Drd versdiiedene Versudie wurden mit dem ^eidien Stamm von Fibroblasten durdigefOfart Pi^ier oder 
TNF(V-INH wurde bd vendiiedeaen Verdflnnungen in Anwesenheit oder Abwesenhdt von versduedenen 40 
Konzentrationen an rh'mFa hikubiert Die PGEir Produktlan durcfa gezQclitete^ mensdificfae^ dennale Flbrobk- 
stea wurde nacfa STagcngemessen. Die Wcrtestellen die dreifacben Mittd der drd Kukuren ± SEM(H • 3) 

dmr. 

Beispid 12 49 

rfaTNPq"Rfnrinngahemmte8t 

Rekombmante^ menschliche TNFa wurde unter Yerwendung der Jodogen-Methode von Phdcer und Speck jr^ 
BiochenL Bk>ph3^ Res. Comm, 8$ S.849 (1978)^ jodert Die spezifiscfae Akdvitftt vcm [^]>IMFa war so 
VI X lO^cpm/ngunderzeugtedneebzigeBaDdemitdneml^Iekulaigewkfatvon 17 kDa, wenn durch SDS 
PAGE ana^^dert wurdei Die menschlidie Makrophageo-Zelfinie U937 in aliciuoten Anteilen von 10^ Zellen 
wurde 2 h bd 4* fai efaiem KjiltunnecOmn (200 |tQ^ umfassoid 

Streptonodn (100 ^g^mlX Penidlfih (100 EAi^ \ffh Ohitamfai und 10% foetalem Kalbssenn% und zusStzHcfa 
enthakend ((04% Natriumazid und 0«5 ng "]]-TNFa gezOditet Die Binrhmgriiemmung wurde durcfa Zugabe S5 
vonvmchiedenenYerd&ninmgenanTNFa^INH(l :20^1 :200undl :2000)chirdigefilhrt 

Nicfat-spezifiscfae Bfaufamg wurde in Anwesenheit eines lOOfaehen Obmduisses von nichtmarkiertem 
rfaiTKFa gmessen und die frde RadbaktivitUvrarde von demgebundenen[^]>TNFa durdi Zentrifugieren 
durch efaiOlgemischabgetrenn^wie von RobbetaU J. Bxpi Med, 154^5. 1455(1981Xbe8cfarieheaZellgebunde- 
nes n^n-TNFa wurde in.einem Gamma-Z&hier (LKB^ Bromma, Sdiweden) gemessen und der Prozentsatz der ao 
iHnj\yn£ph ftni»ti^ing wurde-nacfa der Formd (E^ bestimmt 



FrazedtderBfa 



^ ^ _ r cpm mit TOFa4NH - cpm nicht-spczifische Bindung" ! 

l^cpm Gesamtbindung - cpm nichtMspezifische BindungJ ^ 
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vririanigvonTNFo-INH«ifI?»-J>TWa-a^^ 
nkhtspezifisdic Bindung Iwrrig^ 

Bdspid 14 

^ SiwItungdnesvoi^efQniitenTW 

l^o-INH raacher spaltct ah in desscn Abwcsenhci^ und cs wurac wcnermn icwh5c»u=«h 
andTenq>eratur-abliangigmWdse(dehcPl«. q 

^ DarstelhmftdaBTOTa-INHkainPro 



16 



40 



45 



50 



55 



60 



Wiikung vdaTOFo-INH anf diell^l-Rezc^ 

Die Aktivhat von TT^'-^S - j»Je^d^^^ 
lOT>Vernichgetertetw«mndarA F'i'f^rS^Jf™^^ von pHhThymi- 

dia-BrnvStelbung 

warden bel doer Veidainmiig^ 1 ' » «^ ^L^^*^.^,^^ 

frSnaia =»Owuni«bdefaM^V«fdflnn«i« 

Fl» 3 zdgt die Umkehrbartotttder •)bed uten 

ODs^BnfgmessentaAnwesenhehvoaAcdM^^ ' 
InGegenwartvoaActinoinydnDjlX) BewWgtem TOFa-INH am Bdspiel 5. 
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dcfinieit. . «» 

Fla 5 zeigt die SDS PAGB-Ana|yse von gefanigtem TOFa-INH von Beispiel 7. SDS PAGE wurd wie von U. 
LaenunU ct aL, Nature^ 277, loc dt, beschrieben, durchgefOBrt Die Proben wurden auf 15<* Potyaerylamid-Gd 
rait einem 3% Packungsgel geladen, und die Gele wurden mil Saber angcfirbt. wie von C Mcrrfl ct al. Proa 
NatL Acad. Sd. USA. 76, S. 4335<197d) beschriebeiL Probelflufe outer mcht-rcduzierenden Be^ngungen wurden 5 
auf biologische Aktivitftt getestet, indem 2 mm-Scheiben von dcm Gel abgesdmitten und <tie Protdnc durcfa 
BebrOtung Ober Nacht in 10 mM Tris-HQ irtI7A entlialteiKi 2niM EDTA (Gesamtvohimen TOOjiIX eluiert 
wurdea Die Frafcdonen wuiden bei doer VerdOimung von 1 : 10 aof LW^Zellen in Anwesenbeit von rWSFa 
(0,15 ng/ml) getestet 

Plg;6zeigtdieWirfcuiigvonTNFa-INHauf[*"I>TNF<^B^^ lO 
versdiiedcnen VerdOnnungen in Anweseohdt von P^sj^lNFa mlt dcr U937-ZeUcalinie, wie m Bdspzel 13 

besdmcben, bebrfltct Leer* Vieredcc (O a) bedeuten BebrOtung m Anwesenhdt von TNFo-INH und die 

leeren Dreiedce (A — A ) bedeuten die Kontroliprobe. AusgefQllte Symbole bedeuten dne SOnanatige Vor- 
InkubationvonTNFa-INHbei20" mitp^n-*^P«*o<l™J^*>"™*^™^^°'<^ 

Fig. 7 zeagt die Spaltung dnes vorgrformten TNFa : U937-Komple3ces. Ud37-Zellen wurden mit [*25J}.TNFa is 
vor-inkubiertgewasdienundmitTNFo-nffltWiebaBdspidUbesd^ — D)oder 

370 ^ n g ^ bebrOtet Bd der angegebcnen Zdt wurde die mlt der Zelle verbundene Radioaktivltflt gemessen 
und dcr Prozcntsatz der q)ezffisdien Bindung bestinunt Auf dem Diagramm wurde der von der KontroUe 
erfaaltene Wert ohnc den Ii&ibitor abgezogen voin den Werten, die bd den zwd Temperaturen eriiaiten wiirdei^ 
so daB 100% dem Wert ent^rediea d^ ohne Zugabe vonTKF<v-INH erhaiten wurde; 20 

Patentansprfiche 

U Ein Protdo, das Tumor Necrose Faktor (TNIOa-vermitt^te Aktivitftt hJdbicrt (bemmt> jedodi andere 
Proteine.weldiemitTTn'gewisseiijedodiniditanebiologisdienA^ 25 
nicht bkxddert. 

Z Protdiw das Tumor Necrose Faktora-vmnitteite Aktivitftt sdektiv hemmt und dn oder mdirer^ der 
foIgendenCharakterfstikabat; .^^ 

(a) ^ Molekulargewidit im Berddi von 40 1»8 GO kDa, bestmmit durch Molekularsidxduomatogra- 

n>) ebien isodektrisdten Punkt ^I)im Berddi voa 5^5 Ih8 6^1, bestinm 

(c) Hcmmung des Standaid-TNF-Testa d^ Differentialcytotozmat fOr Murin La29-Zetkd\ die mit 
ActinomydnDbelianddtstnd; ^ ^ ^ .^^ _s i_ • 

(d) Hemmmig von lyP-indudertef FGBr F^dsetzung aus m e cschBd i en FibroMasttti tmd gynoviabd- 
len; 

te) der Wribitor 8t6rt baw, flberiagwt sidi mit dff Bindung von TOT 
^ TomorzdiinieX wie dordi Infiibxaimg der Bindung von racfioakdvtttaziderter TNFa 0 ^-TNPa/ 
ersiG&tlichwird. 

(f) & Spaltung ernes vorgebildetefl TNFa : U93y-ZeIIk«»nplexe8 wird durdi den Inhibitor in tempera- 
torabbfingigerWdsegef&rdert; 40 

(g) der Inhibitor bant TNF durcfa proteolytisdxe Spaltung mcht ab; 

At) der IiM>itor hemmt nidit IL-l-Rezeptoi^binde»de AktxvitAt z. B. die Bindmig von radkwktiv markier- 
«cmIL-lC**I-ni-la;andieMurittTT!q^ma-^ubzdHnioEL4-6w^^ 

X Protdiv das sdektiv Ttoor Necrose Faktoro-vermittelte Afcdvitfit faihibiert (hemmt) und dn oder 
meluvrederfolgendeaCliBiakteiistikahB^ ^ 
(a>Qn Molekolaigewidtt von etwv33 kDa, bestimmt duidi SDS^PAGE; 

(blefaieniaodektriidien Punkt 0[>f)hn Bereich von 54 bis bestimmt durdi Chromatolokussimnig; 
(c) Inhibienmg des Standard-TNF-Tests der Differential-Qytotozizitat ftr Murin L929-Zellenp die mit 
AcdnomydnDbebanddtsind;. ^ ■ ^ . 1 • 

(d>Inhxbierung vonTNP-indtBierter PGErFeisetzung aus meoschk^en nbrobksten und Synovialzel- 50 

(e) der hifubitor stfirt (Oberlager^ die Bnidung von TNFa an U937-Zenen feme monocytische Tumorfi- 
niel wie <fairdi InUbierudg der Buufamg-von radioaktiv markiertera TNFaC^I^TNFc^erdditlich; 

(f) die Spahnng eines vorgefocmtenTNFa : U937-^ZeI0Dompkxes wird durch den Inhibitor hi tempera- 
turabl^bieplgerWeisegefOrdertltew.harvorgerufett; 

(g) derIkildbitorbautntdttTNPdiircfapR>teoly1iBceSpaltnngab; 

der bilnbitor hemmt nicht Orl-Rezeptor^bindende Aktivitftt z.& die Bhi^ung von racQoakdv 
markiertem IL-i (^-IL- la^aircfie Murin Tfaymonu-SubzeOmie EL4^€Cl. 

4. Bin Protdn gemfiB dnem der Ansprtlehe 2 Oder 3 mit den Qgensdiaften (a>und (bX 

Oder mehreren der figen8chaften(c) bis Oi> . * v^. " 

5, PiotdngemfiBchicmdcrAn8prOdie2oder3mitaIlenHgcnsduften(8) ^ . 
0. Protein gemfiB emem der AnsprOdie 1 bis 5^ das einem natflriicfa aufCretendes TNFdhlnhibitCB' entspricht 
7.ProtemgemftBeh)emderAnsprQcbel bis 6^ mit dner aniinoterminalen Andnosftureseqoenz folgendei^ 
maBen: 
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(e)Getfiterati6ii; 

)AffiiiifltBciiroiiiatographie;.uiia 
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